Estudo da Morfologia Nuclear Miocardica através de Técnicas de Quantificacao
Tridimensional e Microscopia Confocal com Varredura a Laser
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Abstract. We propose a method to study myocardial fiber nuclei morphology through Laser Scanning
Confocal Microscopy and multivariate statistical analysis. Image datasets are preprocessed by the means of a
blind deconvolution algorithm and the nuclei are segmented by a simple mathematical morphology technique.
Features are extracted in order to describe three-dimensional nuclear morphology. A multivariate statistical
analysis is performed to discriminate different pathological nuclei and to clarify the idiopathic cardiomyopathy
diseases.

Keywords: Myocardial Fiber Nucleous, Laser Scanning Confocal Microscopy, Image Analysis.

1 Introducéo nais que representam a distribuicdo de marcadores fluo-
A cardiomiopatia é uma doenca na qual o masculo cardfg§Scentes depositados ao longo de um objeto em estudo.
co encontra-se alterado, fazendo com que o coragao atue Propomos um método automatico para a determina-
de forma inadequada. Pode ser de origem desconhecidaz@aa dosvoxelspertencentes a superficie nuclear miocardi-
estar associada a causas como hipertensdo, doencacdasm imagens de MCVL [Parzianeibal (1997)]. Este
valvulas cardiacas, doencas arteriais e doencas sistémioatpdo consiste no pré-processamento das imagens, atra-
como a Doenca de Chagas, por exemplo. Nosso objetiveds de um algoritmo de restauragao iterativa baseado na
estudar a estrutura nuclear da fibra cardiaca atravésdadgradacéo intrinseca das imagens de microscopia confo-
uma analise tridimensional quantitativa baseada em técoal [Avinash (1996)], e a segmentacdo da superficie nu-
cas de processamento de imagens digitais e estatistilesar através de um conjunto de técnicas de morfologia
multivariada, de forma a permitir uma melhor compreemnatematica bidimensional estendidas para trés dimensoes,
sdo do processo de deformagédo nuclear em diversas cazdimo o0 € caso do crescimento de regibes, da homogenei-
omiopatias com o uso de Microscopia Confocal com Varacao de regidesdles filling e da determinacdo do con-

redura a Laser (MCVL). torno de regides (estendida para a determinacdo da super-
ficie de um volume). Devido ao grau de irregularidade
2 Metodologia apresentado pela superficie nuclear em alguns casos pato-

A quantificacdo da estrutura nuclear da fibra cardiaca rlg_glcos (miocardite e isquemia, por exemplo), o método

o . e . a‘_;{)resenta a vantagem de ser independente de modelos
guer a utilizacdo de alguma técnica de aquisicdo de im

- géométricos, conforme proposto em trabalhos anteriores
gens que forneca dados referentes ao espaco tridimensi

z . ., Pelerentes a segmentacéo de estruturas nucleares nao mio-
nal no qual estdo contidos os nudcleos, bem como algum

procedimento que extraia atributos de forma baseadosCl‘laaqdlcaS [K.elemen etal. (1996), por e>femplq].
superficie nuclear em questao. Os atributos de forma sdo extraidos diretamente do

. - o . conjunto de dados segmentados, como é o caso do volume
A MCVL é uma técnica de aquisicdo de imagens que . . o .
. : . . nuclear, a area e a rugosidade da superficie, o nivel de
permite 0 seccionamento Optico de um espécime atraves ~ ~
n . : . Fompacta(;,ao e a elongacéo da estrutura. Estes dados de-
da convergéncia do feixe de raios luminosos para um pla-

S : . vem permitir a elaboracdo de um modelo de deformacgéo
no focal ao longo da direcdo axial da lente do microsco-

) . : - nuclear derivado da analise estatistica das componentes
pio. Esta técnica gera um conjunto de dados tridimensio-.

principais do espaco de atributos e da determinacdo do



grau de discriminac&o entre classes patoldgicas através do E possivel utilizar técnicas relativamente simples de
discriminante linear de Fisher. Novos atributos poder&egmentacdo de imagens quando dispomos de total con-

ser acrescentados ao longo do estudo. trole no processo de aquisi¢cdo dos dados e poucas estrutu-
ras a segmentar [Parziane#o al (1997)]. Esta caracte-
3 Material ristica torna o procedimento rapido e independente da

o L 1A L f e . raorfologia, desejavel quando tratamos de ndcleos em fi-
A preparacéo histolégica dos espécimes é feita através do .
ras patolégicas.

seccionamento de fragmentos congelados de miocardi
formolizado em cortes de @M, lavados com 0,5% de O problema de restauracéo de imagens em micros-
PBS/Triton X-100 durante 30 minutos, evitando-se goPia confocal tem sido um grande objeto de estudo em
emiss&o citoplasmatica. Pode-se, ainda, atenuar esta eMigVL, principaimente quando o objetivo € o desempe-

s30 através da marcacdo prévia da fibra cardiaca corfi® computacional de algoritmos baseados na estimagao
uso de Faloidina-FITC 1/500 seguida da marcagio nuclégativa da funcdo de espalhamento  puntual

através de lodeto de Propideo 1/400. Por fim, adiciona @Proximadamente 2h de processamento para restaurar

clear sob uma exposicéo prolongada ao laser um conjunto da ordem de 4500 volumes requer um estudo
. . mais aprofundado sobre novas técnicas de restauracdo
Quinze amostras nucleares foram utilizadas durante o p . o
: S : olimizadas para problemas especificos, visando diminuir
desenvolvimento e a validacdo do algoritmo propostg, L.
bnsideravelmente o tempo de processamento necessario

tendo sido adquiridas através de um sistema de MC o . )
Ar/Kr Odyssey XL Noran Inst) controlado por uma esta- aseado nas r':aracterlstlcas da imagem e do objeto a ser
restaurado [Avinash (1996)].

¢do Indy Gilicon Graphicy, que também executa a etapa
de pré-processamento das imagens. Cada conjunto de da-

dos resultou em 250 x 200 x ¥0xels com cada elemen- 5 Conclusées

to de volume apresentando as seguintes dimensdes: 0,08 x A analise tridimensional da morfologia nuclear mio-
0,08 x 0,50um. Os algoritmos de segmentacéo e extrac@ardica € de grande importancia para o entendimento da
de atributos foram desenvolvidos sobre uma ferramentaelelucdo das diversas cardiomiopatias existentes. Mos-
desenvolvimento chamads¥pplication Visualization Sys- tramos que a MCVL, associada a uma técnica de aquisi-
tem (AVS 5), executada numa estacdo UltraSLn( Mi- ¢é&o controlada e um método automatico de extracéo de
crosystemys atributos, permite a realizacdo de um estudo quantitativo a

A aquisicdo de um conjunto de 4500 amostras deskgsPeito da morfologia nuclear normal e patoldgica da fi-
nadas ao estudo da morfologia nuclear miocardica corff@ cardiaca. O estudo dos atributos morfologicos, reali-
nua em fase de execucdo. Este conjunto esta divido erg@6l0 através de analise estatistica multivariada, € o objeti-
grupos de individuos normais, hipertensos, isquémico& final deste trabalho e devera permitir a elaboracao de
chagésicos e idiopaticos, de forma que cada grupo tertfl modelo de defqrmaqéo da e_strutura nuclear baseado
30 casos amostrados destinados a analise de variabilidB8érau de relevancia de cada atributo.
morfolégica inter-individuo. Além disso, 30 nlcleos tam-
bém sdo adquiridos aleatoriamente para cada caso, a Referéncias
de se estudar a variabilidade morfolégica intra-individuo.g B Avinash, “Data-driven, Simultaneous Blur and Image

Restoration in 3D Fluorescence Microscopyturnal of
4 Discussdes Microscopy v.183 (1996), 145--157.

A quantificacéo tridimensional absoluta em imagenis.C.Parzianello, M.L.Higuchi, S.S.Furuie, “Segmentation
de MCVL depende diretamente do nivel de calibracdo dd Myocardial Fiber Nuclei in Three-dimensional Confo-
equipamento e do grau de precisdo das técnicas de restali-Microscopy DatasetsJournal of Analytical Morpho-
ragcéo utilizadas no procedimento. O uso de microesfelagy, v.4, n.2 (1997), 779--789.
fluorescentes como padrdes de calibragéo e estimacdoad@elemen, G.Székely, H-W.Reist, G.Gerig, “Automatic
funcéo de espalhamento puntual/@de 0,Jum, respecti- segmentation of Cell Nuclei from Confocal Laser Scan-
vamente) torna-se imperativo no processo de validacéoggg Microscopy Images”, ifProceeedingf 4th Inter-
um estudo tridimensional em MCVL, devendo ser inCOmational Conference on Visualization in Biomedical Com-
porado ao longo do estudo. puting, Hamburg (1996), 193--202.



